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O (57) Abstract: The invention relates to novel tubulysin conjugates (e.g. of tubulysin A) and the use thereof in the treatment of cancer 
diseases. . 



^ (57) Zusammenfassung: Die Vorliegende Erfindung betrifift neue Tubulysin- Konjugate (z. B. von Tubulysin A) sowie deren Ver- 



wendung zur Behandlung von Krebserkrankungen. 
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Tubu ly 3 inkon j uga t e 

Die vorliegende Erfindung betrifft neue Tubulysin-kon jugate 
sowie deren Verwendung zur Behandlung von Krebserkrankungen . 

5 

Die Tubulysine wurden erstmals von der Gruppe von Hofle und 
Reichenbach (GBF Braunschweig) aus einer Kulturbruhe von 
Stammen des Myxobakteriums Archangium gephyra isoliert (F. 
Sasse et al. J- Antibiot. 2000, 53, 879-885; W09813375; DE 
10 10008089) . Diese Verbindungen haben eine ausgesprochen hohe 
cytotoxische Aktivitat gegenuber Saugetierzellinien mit IC 50 - 
Werten im picomolaren Bereich und sind daher als potentielle 
Krebsmedikamente von grossem Interesse. 
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25 



Die extrem hohe Cytotoxizitat einiger Tubulysine bringt aber 
auch Nachteile mit sich: eine hohe allgemeine Toxizitat 
sowie eine geringe Selektivitat gegenuber normalen Zellen. 
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2 

Ziel der vorliegenden Erfindung war es daher insbesondere, 
die Toxizitat von Tubulysinen zu senken sowie ihre 
Selektivitat zu steigern. 

5 Diese Aufgabe wird durch Bereitstellung von 

Tubulysinkonjugaten der allgemeinen Formel U-V-W gelost, in 
der 

U die Formel (I) aufweist, 

10 

Rl R 4 f 0 R« R» Y' R O 
R o R R R 8 

wobei 

15 A ein gegebenenf alls substituierter 5- oder 6-gliedriger 
Heteroaromat ist; 

X ein Sauerstof fatom, ein Schwef elatom, eine Gruppe der 
Formel NR 13 oder CR 14 R 15 ist; 

20 

Y ein Sauerstof fatom, ein Schwefelatom oder eine Gruppe der 
Formel NR 16 ist und 

die Reste R 1 , R 2 , R 1 , R 4 , R 5 # R 6 / R 7 , R 8 , R 9 , R 10 , R 11 , R 12 f R 13 , 
25 R 14 , R 15 und R 16 unabhangig voneinander ein Wasserstof fatom, 
ein Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyl-, Heteroalkyl- , Aryl-, 
Heteroaryl-, Cycloalkyl-, Alkyl cycloalkyl-, 
Heteroalkylcycloalkyl-, Heterocyclo-alkyl- , Aralkyl- oder 
ein Heteroaralkylrest, oder zwei der Reste gemeinsam Teil 
30 eines Cycloalkyl- oder Heterocycloalkylringsystems sind, 
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V ein Linker und W ein Polymer oder ein Biomolekul ist. 

ErfindungsgemaS wurde also gefunden, dass Polymerkonjugate 
5 bzw. Biokonjugate von speziellen Tubulysinen bessere 
pharmakologische Eigenschaf ten und vor allem eine hohere 
Selektivitat bei gegebener Cytotoxizitat sowie bei 
geringerer Toxizitat als die unkonjugierten Verbindungen 
aufweisen. Dies fuhrt dazu, dass im menschlichen und 
10 tierischen Korper bevorzugt Krebszellen angesteuert und 
gesundes Gewebe geschont wird. 

Der Ausdruck Alkyl oder Alk bezieht sich auf eine 
gesattigte, geradkettige oder verzweigte Kohlenwasser- 
15 stof fgruppe, die 1 bis 20 Kohl ens toff a tome, vorzugsweise 1 
bis 12 Kohlenstof fatome, besonders bevorzugt 1 bis 6 
Kohlenstof fatome aufweist, z.B. die Methyl-, Ethyl-, 
Propyl-, Isopropyl-, Isobutyl-, tert-Butyl, n-Hexyl-, 
2,2-Dimethylbutyl- oder n-Octyl-Gruppe . 

20 

Die Ausdriicke Alkenyl und Alkinyl beziehen sich auf 
zumindest teilweise ungesattigte, geradkettige oder 
verzweigte Kohlenwasserstof fgruppen, die 2 bis 20 
Kohlenstof fatome, vorzugsweise 2 bis 12 Kohlenstof fatome, 

25 besonders bevorzugt 2 bis 6 Kohlenstof fatome aufweisen, z. 
B. die Ethenyl-, Allyl-, Acetylenyl-, Propargyl-, Isoprenyl- 
oder Hex-2-enyl-Gruppe. Bevorzugt weisen Alkenylgruppen eine 
oder zwei (besonders bevorzugt eine) Doppelbindungen bzw. 
Alkinylgruppen eine oder zwei (besonders bevorzugt eine) 

30 Dreifachbindungen auf. 

Des weiteren beziehen sich die Begriffe Alkyl, Alkenyl und 
Alkinyl auf Gruppen, bei der ein oder mehrere 




WO 2004/005326 PCT/EP2003/007415 

4 

Wasserstoff atoms durch ein Halogenatom (bevorzugt F oder CI) 
ersetzt sind wie z. B. die 2,2,2-Trichlorethyl-, oder die 
Trif luormethylgruppe . 

5 Der Ausdruck Heteroalkyl bezieht sich auf eine Alkyl-, eine 
Alkenyl- oder eine Alkinyl-Gruppe, in der ein oder mehrere 
(bevorzugt 1, 2 oder 3) Kohleristof f atome durch ein Sauer- 
stoff-, Stickstoff-, Phosphor-, Bor-, Selen-, Silizium- oder 
Schwefelatom ersetzt sind (bevorzugt Sauerstoff, Schwefel 
10 oder Stickstoff ) . Der Ausdruck Heteroalkyl bezieht sich des 
weiteren auf eine Carbonsauregruppe oder eine von einer- 
Carbonsaure abgeleitete Gruppe wie z. B. Acyl (Alkyl-CO-), 
Acylalkyl, Alkoxycarbonyl , Acyloxy, Acyloxyalkyl , 

Carboxyalkylamid oder Alkoxycarbony loxy . 

15 

Beispiele fur Heteroalkylgruppen sind Gruppen der Formeln 
R a. 0 -Y a - , R a -S- Y a - , R a -N (R b ) - Y a - , R a -CO- Y a - , R a -0-C0- Y a - , 
R a -C0-0-Y 3 -, R a -C0-N(R b )-Y 3 -, R a -N(R b ) -CO-Y 3 -, 

R a -0-CO-N(R b ) -Y 3 -, R 3 -N(R b ) -CO-O-Y 3 -, R a -N(R b ) -CO-N(R c ) -Y 3 -, 

20 R a -0-C0-O-Y 3 -, R a -N(R b ) -C(=NR d ) -N(R C ) -Y a - , R a -CS-Y 3 -, 

R 3 -0-CS-Y a -, R a -CS-0-Y 3 -, R a -CS-N(R b )-Y 3 -, R a -N(R b ) -CS-Y 3 -, 
R a -0-CS -N (R b ) -Y a - , R a -N (R b ) -CS-O- Y 3 - , R a -N (R b ) -CS-N (R c ) -Y a - , 
R a -0-CS-0-Y 3 -, R a -S-C0-Y 3 -, R a -C0-S-Y a -, R a -S-C0-N (R b ) -Y 3 -, 
R a -N(R b ) -CO-S-Y 3 -, R a -S-C0-0-Y 3 -, R a -0-CO-S-Y 3 - , R a -S-CO-S-Y a - , 

25 R a -S-CS-Y a - # R a -CS-S-Y 3 -, R 3 -S-CS-N (R b ) -Y a - , R a -N (R b ) -CS-S-Y 3 - , 
R a -S-CS-0-Y a -, R 3 -0-CS-S-Y 3 -, wobei R a ein Wasserstof f atom, 
eine Ci-Cg-Alkyl- , eine C 2 -C 6 -Alkenyl- oder eine C 2 -C 6 - 
Alkinylgruppe; R b ein Wasserstof f atom, eine Ci-C 6 -Alkyl- , 
eine C 2 -C 6 -Alkenyl- oder eine C 2 -C 6 -Alkinylgruppe; R c ein_ 

30 Wasserstof f atom, eine C x -C 6 -Alkyl- , eine C 2 -C 6 -Alkenyl- oder 
eine C 2 -C 6 -Alkinylgruppe; R d ein Wasserstof f atom, eine Ci-C 6 - 
Alkyl-, eine C 2 -C 6 -Alkenyl- oder eine C 2 -C 6 -Alkinylgruppe und 
Y a eine direkte Bindung, eine d-C 6 -Alkylen- , eine C 2 -C 6 - 
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Alkenylen- Oder eine C 2 -C 6 -Alkinylengruppe ist, wobei jede 
Heteroalkylgruppe mindestens ein Kohlenstof f atom enthalt und 
ein oder mehrere Wasserstof f atome durch Fluor- oder 
Chloratome ersetzt sein konnen. Konkrete Beispiele fur 
5 Heteroalkylgruppen sind Methoxy, Trif luormethoxy, Ethoxy, 
n-Propyloxy, iso-Propyloxy, tert-Butyloxy, Methoxymethyl,. 
Ethoxymethyl , Methoxyethyl , Methylamino, Ethylamino, 
Dimethyl amino, Diethylamino, iso-Propylethylamino, Methyl - 
aminomethyl , Ethylaminomethyl , Di -iso-Propylaminoethyl , 

10 Enolether, Dimethylaminomethyl, Dimethylaminoethyl , Acetyl, 
Propionyl, Butyryloxy, Acetyloxy, Methoxycarbonyl, Ethoxy - 
carbonyl, N-Ethyl-N-Methyl carbamoyl oder N-Methylcarbamoyl . 
Weitere Beispiele fur Heteroalkylgruppen sind Nitril-, 
Isonitril, Cyanat-, Thiocyanat-, Isocyanat-, Isothiocyanat 

15 und Alkylnitril-gruppen. 

Der Ausdruck Cycloalkyl bezieht sich auf eine gesattigte 
oder teilweise uhgesattigte (z. B. Cycloalkenyl) cyclische 
Gruppe, die einen oder mehrere Ringe (bevorzugt 1 oder 2) 

20 aufweist, welche insgesamt 3 bis 14 Ring-Kohlenstoff atome, 
vorzugsweise 3 bis 10 (insbesondere 3, 4, 5, 6 oder 7) Ring- 
Kohlenstoff atome enthalten. Der Ausdruck Cycloalkyl bezieht 
sich weiterhin auf derartige Gruppen, bei denen ein oder 
mehrere Wasserstof f atome durch Fluor-, Chlor-, Brom- oder 

25 Jodatome oder OH, =0, SH, =S, NH 2 , =NH oder N0 2 -Gruppen er- 
setzt sind also z. B. cyclische Ketone wie z. B. 
Cyclohexanon, 2-Cyclohexenon oder Cyclopentanon. Weitere 
konkrete Beispiele fur . Cycloalkylgruppen sind die 
Cyclopropyl- , Cyclobutyl- , Cyclopentyl- , Spiro [4,5] decanyl- , 

30 Norborny-, Cyclohexyl-, Cyclopentenyl- , Cyclohexadienyl- , 
Decalinyl - , Cubanyl - , Bicyclo [4.3.0] nonyl - , Tetralin- , 
Cyclopentylcyclohexyl-, Fluorcyclohexyl- oder die Cyclohex- 
2 -enyl -Gruppe. 
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Der Ausdruck Heterocycloalkyl bezieht sich auf eine 
Cycloalkylgruppe wie oben definiert, in der ein oder mehrere 
(bevorzugt 1, 2 oder 3) Ring- Kohl enstof f atome durch ein 
5 Sauerstoff-, Stickstoff-, Silizium-, Selen-, Phosphor- oder 
Schwefelatom (bevorzugt Sauerstoff, Schwefel oder 
Stickstoff) ersetzt sind. Bevorzugt besitzt eine 
Heterocycloalkylgruppe 1 oder 2 Ringe mit 3 bis 10 
(insbesdndere 3, 4, 5, 6 oder 7) Ringatomen. Der Ausdruck 

10 Heterocycloalkyl bezieht sich weiterhin auf derartige 
Gruppen, bei dehen ein oder mehrere Wassers toff atome durch 
Fluor-, Chlor-, Brom- odfcr Jodatome oder OH, =0, SH, =S, 
NH 2 , =NH oder N0 2 -Gruppen ersetzt sind. Beispiele sind die 
Piperidyl-, Morpholinyl- , Urotropinyl- , Pyrrol idinyl - , 

15 Tetrahydrothiophenyl- , Tetrahydropyranyl- , Tetrahydro- 
furyl-, Oxacyclopiropyl-, Azacyclopropyl- oder 2-Pyrazolinyl- 
Gruppe sowie Lactame, Lactone, cyclische Imide und cyclische 
Anhydride . 

20 Der Ausdruck Alkylcycloalkyl bezieht sich auf Gruppen, die 
entsprechend den obigen Definitionen sowohl Cycloalkyl- wie 
auch Alkyl-, Alkenyl- oder Alkinylgruppen enthalten, z. B. 
Alkylcycloalkyl-, Alkylcycloalkenyl- , Alkenyl cycloalkyl- und 
Alkinylcycloalkylgruppen. Bevorzugt enthalt eine 

25 Alkyl cycloalkylgruppe eine Cycloalkylgruppe, die einen oder 
zwei Ringsysteme aufweist, welche insgesamt 3 bis 10 
(insbesondere 3, 4, 5, 6 oder 7) Kohlenstoff atome enthalt 
und eine oder zwei Alkyl-, Alkenyl- oder Alkinylgruppen mit 
1 oder 2 bis 6 Kohlenstoff atomen . 

30 

Der Ausdruck Heteroalkylcycloalkyl bezieht sich auf 
Alkylcycloalkylgruppen, wie oben definiert, in der ein oder 
mehrere (bevorzugt 1, 2 oder 3) Kohlenstoff atome durch ein 
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Sauerstoff-, Stickstof f - , Silizium-, Selen-, Phosphor- oder 
Schwef elatom (bevorzugt Sauerstoff, Schwefel oder 
Stickstof f) ersetzt sind. Bevorzugt besitzt eine 
Heteroalkylcycloalkylgruppe 1 oder 2 Ringsysteme mit 3 bis 
5 10 (insbesondere 3, 4, 5, 6 oder 7) Ringatomen und eine oder 
zwei Alkyl, Alkenyl, Alkinyl oder Heteroalkylgruppen mit 1 
oder 2 bis 6 Kohlenstof f atomen. Beispiele derartiger Gruppen 
sind Alkylheterocycloalkyl, Alkylheterocycloalkenyl, 
Alkenylheterocycloalkyl ( Alkinylheterpcycloalkyl , Hetero- 
10 alkylcycloalkyl, Heteroalkylheterocycloalkyl und Hetero- 
alkylheterocylcloalkenyl, wobei die cyclischen Gruppen 
gesattigt oder einfach, zweifach oder dreifach ungesattigt 
sind* 

15 Der Ausdruck Aryl bzw. Ar bezieht sich auf eine aromatische 
Gruppe, die einen oder mehrere Ringe hat, die insgesamt 6 
bis 14 Ring-Kohlenstof fatome, vorzugsweise 6 bis . 10 
(insbesondere 6) Ring-Kohlenstof fatome enthalten. Der 
Ausdruck Aryl (bzw. Ar) bezieht sich weiterhin auf derartige 

20 Gruppen, bei denen ein oder mehrere Wasserstof fatome diirch 
Fluor-, Chlor-, Brom- oder Jodatome oder OH, SH, NH 2 , oder 
N0 2 -Gruppen ersetzt sind. Beispiele sind die Phenyl-, 
Naphthyl-, Biphenyl-, 2-Fluorphenyl, Anilinyl-, 3- 
Nitrophenyl oder 4 -Hydroxyphenyl -Gruppe. 

25 

Der Ausdruck Heteroaryl bezieht sich auf eine aromatische 
Gruppe, die einen oder mehrere Ringe hat, welche insgesamt 
das 5 bis 14 Ringatome, vorzugsweise 5 bis 10 (insbesondere 
5 oder 6) Ringatome enthalten und ein oder mehrere 
30 (bevorzugt 1, 2, 3 oder 4) Sauerstoff-, Stickstof f-, 
Phosphor- oder Schwef el -Ringatome (bevorzugt O, S oder N) 
enthalten. Der Ausdruck Heteroaryl bezieht sich weiterhin 
auf derartige Gruppen, bei denen ein oder mehrere Wasser- 
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stoffatome durch Fluor-, Chlor-, Brom- oder Jodatome oder 
OH, SH, NH 2 , oder N0 2 -Gruppen ersetzt sind. Beispiele sind 
4 -Pyr idyl - , 2 - Imidazolyl - , 3 - Phenylpyrrolyl - , Thiazolyl - , 
Oxazolyl-, Triazolyl-, Tetrazolyl-, Isoxazolyl-, Indazolyl-, 
5 Indolyl-, Benzimidazolyl-, Pyridazinyl- , Chinolinyl-, 
Purinyl-, Carbazolyl-, Acridinyl-, Pyrimidyl-, 

2, 3'-Bifuryl-, 3-Pyrazolyl- und Isochinolinyl-Gruppen. 

Der Ausdruck Aralkyl bezieht sich auf Gruppen, die entspre- 
10 chend den obigen Definitionen sowohl Aryl- wie auch Alkyl-, 
Alkenyl-, Alkinyl- und/oder Cycloalkylgruppen enthalten, wie 
z. B. Arylalkyl-, Arylalkenyl- , Arylalkinyl- , Arylcyclo- 
alkyl-, Arylcycloalkenyl-, Alkylarylcycloalkyl- und Alkyl- 
arylcycloalkenylgruppen. Konkrete Beispiele fur Aralkyl e . 
15 sind Toluol, Xylol, Mesitylen, Styrol, Benzylchlorid, o- 
Fluortoluol, lH-Inden, Tetralin, Dihydronaphthaline, 
Indanon, Phenylcyclopentyl, Cumol, Cyclo-hexylphenyl, 
Fluoren und Indan. Bevorzugt enthalt eine Aralkylgruppe ein 
oder zwei aromatische Ringsysteme (1 oder 2 Ringe) mit 
20 insgesamt 6 bis 10 Ring-Kohlenstof fatomen und ein oder zwei 
Alkyl-, Alkenyl- und/oder Alkinylgruppen mit 1 oder 2 bis 6 
Kohlenstoffatomen und/oder eine Cyclo-alkylgruppe mit 5 oder 
6 Ringkohlenst of fatomen. 

25 Der Ausdruck Heteroaralkyl bezieht sich auf eine Aralkyl- 
gruppe wie oben definiert, in der ein oder mehrere 
(bevorzugt 1, 2, 3 oder 4) Kohlenstof f atome durch ein 
Sauerstoff-, Stickstoff-, Silizium-, Selen-, Phosphor-, Bor- . 
oder Schwefelatom (bevorzugt Sauerstoff, Schwefel oder 

30 Stickstoff) ersetzt sind, d. h. auf Gruppen, die ent- 
sprechend den obigen Definitionen sowohl Aryl- bzw. 
Heteroaryl- wie auch Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyl- und/oder 
Heteroalkyl- und/oder Cycloalkyl- und/oder Heterocyclo- 
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alkylgruppen enthalten. Bevorzugt enthalt eine 
Heteroaralkylgruppe ein oder zwei aromatische Ringsysteme (1 
oder 2 Ringe) mit insgesamt 5 oder 6 bis 10 Ring- 
Kohlenstof fatomen und ein oder zwei Alkyl-, Alkenyl- 
5 und/oder Alkinylgruppen mit 1 oder 2 bis 6 Kohlenstof fatomen 
und/oder eine Cycloalkylgruppe mit 5 oder 6 
Ringkohlenst of fatomen, wobei 1, 2, 3 oder 4 dieser 
Kohlenstof fatome durch Sauerstoff-, Schwefel- oder 
Stickstoffatome ersetzt sind. 

10 

Beispiele sind Arylheteroalkyl- , Arylheterocycloalkyl- , 

Arylheterocycloalkenyl- , Arylalkylheterocycloalkyl- , Arylal-. ... 

kenyiheterocycloalkyl- , Arylalkinylheterocyclo- alkyl - , Aryl- 
alkylheterocycloalkenyl-, Heteroarylalkyl- , Heteroarylalke- 

15 nyl-, Heteroarylalkinyl-, Heteroarylheteroalkyl- , Hetero- 
arylcycloalkyl- , Heteroarylcycloalkenyl-, Heterbarylhetero- 
cycloalkyl-, Heteroarylheterocycloalkenyl- , Heteroarylal- 
kylcycloalkyl-, Heteroarylalkylheterocycloalkenyl-, Hetero- 
arylheteroalkylcycloalkyl- , Heteroarylheteroalkylcycloalke- 

20 nyl- und Heteroarylheteroalkylheterocycloalkyl-Gruppen, wo- 
bei die cyclischen Gruppen gesattigt oder einfach, zweifach 
oder dreifach ungesattigt sind. Konkrete Beispiele sind die 
Tetrahydroisochinolinyl-, Benzoyl-, 2- oder 3-Ethylindolyl-, 
4-Methylpyridino- , 2-, 3- oder 4-Methoxyphenyl- , 

25 4-Ethoxyphenyl-, 2-, 3- oder 4-Carboxyphenylalkylgruppe . 

Die Ausdrucke Cycloalkyl, Heterocycloalkyl , Alkylcyclo- 
alkyl, Heteroalkyl cycloalkyl, Aryl, Heteroaryl, Aralkyl und 
Heteroaralkyl beziehen sich auch auf Gruppen, in denen ein 
30 oder mehrere Wasserstof fatome solcher Gruppen durch Fluor-, 
Chlor-, Brom- oder Jodatome oder OH, =0, SH, =S, NH 2 , =NH 
oder N0 2 -Gruppen ersetzt sind. 
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10 

Der Ausdruck "gegebenenf alls substituiert" bezieht sich auf 
Gruppen, in denen ein Oder mehrere Wasserstof fatome durch 
Fluor-, Chlor-, Brom- oder Jodatome oder OH, =0, SH, =S, 
NH 2 , =NH oder N0 2 -Gruppen ersetzt sind. Dieser Ausdruck 
5 bezieht sich weiterhin auf Gruppen, die ausschliefilich oder 
zusatzlich mit unsubstituierten Ci-C 6 Alkyl-, C 2 -C 6 Alkenyl-, 
C 2 -C 6 Alkinyl-, Ci-C 6 Heteroalkyl- , C 3 -C 10 Cycloalkyl-, C 2 -C 9 
Heterocycloalkyl-, C 6 -Ci 0 Aryl-, Ci-C 9 Heteroaryl-, C 7 -C 12 
Aralkyl- oder C 2 -Cn Heteroaralkyl -Gruppen substituiert sind. 

10 

Der Ausdruck Linker bezieht sich auf eine Gruppe, die dazu 
verwendet wird, Verbindungen der Formel (I) mit einem Poly- 
mer oder einem Biomolekul zu verbinden. Ein Linker kann eine. 
direkte Bindung, eine Alkylen-, Alkenylen-, Alkinylen-, He- 

15 teroalkylen- , Arylen-, Heteroarylen- , Cycloalkylen- , Alkyl - 
cycloalkylen- , Heteroalkylcycloalkylen- , Heterocycloalky- 
len-, Aralkylen- oder eine Heteroaralkylengruppe sein. Be- 
vorzugt ist der Linker im Blut- Plasma stabil (insbesondere 
hydrolysestabil) , metabolisch spaltbar und nach der Spaltung, 

20 nicht toxisch. 

Beispiele fur Linker sind in P. Seneci, Solid-Phase 
Synthesis and Combinatorial Technologies, John Wiley & Sons, 
New York, 2000; D. Obrecht und J. M. Villalgordo, Solid- 

25 Supported Combinatorial and Parallel Synthesis of Small- 
Molecular-Weight Compound Libraries, Tetrahedron Organic- 
Chemistry Series Volume 17, Elsevier Science Ltd, Oxford, 
1998 sowie in F. Z. Dorwald, Organic Synthesis on Solid 
Phase, Wiley-VCH, Weinheim, 2000 beschrieben, welche 

30 Beispiele hier unter Bezugnahme aufgenommen sind. 
Beispielhaft seien hier der Trityllinker, der Wang-Linker, 
der SASRIN™-Linker, der Rink-Saure-Linker, der 
Benzhydrylalkohol-Linker, der HMBA-Linker sowie polymeres 
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Benzylhalogenid (Linker des Merrifield Harzes) sowie der 
PAM- Linker genannt . 

Als Polymere kommen insbesondere synthetische Polymere in 
5 Frage, wie z. B. Polyethylenglycol (MW = 200, 300, 400, 

30.000, 35.000, 40.000; insbesondere MW 25.000 - 100.000 Da, 
vorzugsweise 25.000 - 50.000 Da), Polyethylenglycol Dendri- 
mere, Polyacrylsaure, Hydroxyethylstarke (HES) Poly-lactid- 
co-glycolid, poly-D, L-lacticacid-p-dioxanonepoly-ethylene 

10 glycol block copolymer (PLA-DX-PEG) , Poly (ortho) ester , Poly- 
glutamate, Polyaspartate, Polymer aus a-p-ungesattigten 
monomeren: (meth) acrylic acid, crotonic acid, maleic acid, ■* 
maleic anhydride, fumaric acid, itaconic acid/anhydride, 
etc. comonomere umfassend: Vinylether, Vinylester, Vinyla- 

15 mide, define, Diallyl-dialkyl-ammonium-halogene, bevorzugt 
Vinylether, Poly- (diethylenglycoladipat) , Polyethylenimin, 
Polyglycolid, Polyharnstof f , Polylimonen (=Polylimo) , 
Poly (2 -methyl -1, 3 -propyl enadipat ) , Propf polymere, Graft 
(Block-) Polymere mit anderen Polymeren. 

20 

Als Biomolekule kommen z. B. Glycoproteine, Lipoproteine, 
Lectine, Hormone z.B. Somatostatin bzw. Somatostatin- 
Analoga, synthetische Hormonanaloga, Albumin, Liposome, DNA, 
Dextran, Biotin, Streptavidin, Avidin, Zellen oder 
25 Antikorper in Frage. Bevorzugt ist das Biomolekul ein 

Antikorper; besonders bevorzugt ein monoklonaler Antikorper 
(z. B. Herceptin) . 

Wei t ere Beispiele fur Linker, Polymere und Biomolekule sind 
30 in G. T. Hermanson, Biokonjugate Techniques, Academic Press, 
San Diego, 1996 beschrieben, welche Beispiele hierin unter 
Bezugnahme aufgenommen werden. 
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Verbindungen der Formel (I) konnen aufgrund ihrer 
Substitution ein oder mehrere Chiralitatszentren enthalten. 
Die vorliegende Erfindung umfasst daher sowohl alle reinen 
Enantiomere und alle reinen Diastereomere, als auch deren 
5 Gemische in jedem Mischungsverhaltnis . 

Bevorzugt ist X eine CH 2 -Gruppe. 

Wiederum bevorzugt ist Y ein Sauerstof f atom. 



10 



Weiter bevorzugt weist A die folgende Struktur auf : 

.N. 



Des weiteren bevorzugt sind R 1 und R 3 zusammen Teil eines 
15 cycloalkylrings; besonders bevorzugt weisen R 1 und R 3 
zusammen die Formel -(CH 2 )4- auf. 

Weiter bevorzugt ist R 2 eine C x -C 4 Alkylgruppe, besonders 
bevorzugt eine Methylgruppe . 

Des weiteren bevorzugt sind R 4 , R s , R 6 und R 10 
Wasserstof f atome . 

Wiederum bevorzugt ist R 7 eine Alkylgruppe; besonders 
25 bevorzugt eine Gruppe der Formel -CH(CH 3 )CH 2 CH 3 . 

Des weiteren bevorzugt ist R 8 ein Wasserstof f atom, eine 
Alkyl-, Alkenyl- oder eine Heteroalkylgruppe; besonders 
bevorzugt eine Gruppe der Formel -CH 2 OC (=0) R 17 , wobei R 1? eine 
30 Ci-C 6 Alkyl- oder eine C 2 -C 6 Alkenylgruppe ist. 



ft 
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Wiederum bevorzugt ist R 9 eine Alkylgruppe; besonders 
bevorzugt eine Gruppe der Formel -CH(CH 3 ) 2 . 

Weiter bevorzugt ist R 11 ein Wasserstof f atom oder eine 
5 Acetylgruppe . 

Weiter bevorzugt ist R 12 eine Gruppe der Formel NHR 18 , wobei 
R 18 eine Heteroaralkylgruppe ist. 

10 Besonders bevorzugt weist R 18 die folgenden Strukturen auf : 




wobei R 19 und R 20 unabhangig voneinander Wasserstof fatome, 
OH, NH 2/ Alkyloxy-, Alkenyloxy-, Alkinyloxy-, Heteroalkyl- , 

15 Aryloxy-, Heteroaryloxy- , Cycloalkyloxy- , Alkyl cyclo- 
alkyloxy- , Heteroalkylcycloalkyl- , Heterocycloalkyloxy- , 
Aralkyloxy- oder Heteroaralkylgruppen sind; besonders 
bevorzugt sind R 19 und R 20 Hydroxygruppen . Gegebenenf alls 
kann der Phenylring dieser beiden Strukturen substituiert 

20 sein (z. B. durch eine N0 2 -Gruppe) . 

Besonders bevorzugt ist die Verbindung der Formel (I) 
Tubulysin A. 

25 Weiter bevorzugt ist der Linker iiber die Reste R 8 , R 11 , R 19 
oder R 20 an Verbindungen der Formel (I) gebunden; besonders 
bevorzugt uber R 19 oder R 20 . 
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Des weiteren bevorzugt ist das Polymer ein Polyethylenglycol 
PEG (insbesondere ein PEG mit einem Molekulargewicht von 
mehr als 30 kDa bis 100 kDa, vorzugsweise von max. 50 kDa) , 
das insbesondere uber R 20 (gegebenenf alls mit einem Linker V) 
5 an Tubulysin A gebunden ist . 

Besonders bevorzugt weisen die erf indungsgemassen Konjugate 
(U-V-W) die folgende Formel auf, wobei die Stereochemie der 
des naturlichen Tubulysin A entspricht: 

10 

O 




O-PEG 



Bevorzugt ist V ein Sauerstof f atom, eine NH-Gruppe oder eine 
Gruppe der Formel -O- (CR a R b ) n -0- (wobei R a und R b unabhangig 
15 voneinander Ci-C 6 Alkylgruppen oder zusammen Teil einer 
Cycloalkylgruppe sind und n gleich 1 oder 2 ist) , -NH-R C -NH- 
CO-CH2-O-, -0-R c -0-CO-CH 2 -0- oder eine Gruppe der Formel -O- 
R c -0- (wobei R c eine Alkylen, Arylen oder Cycloalkylengruppe 
ist) ist. 

20 

Pharmakologisch akzeptable Salze, Solvate, Hydrate oder 
Formulierungen der hier beschriebenen - Konjugate sind 
ebenfalls Gegenstand der vorliegenden Erfindung. Beispiele 
fur pharmakologisch akzeptable Salze der Verbindungen der 
25 Formel (I) sind Salze von physiologisch akzeptablen 
Mineralsauren wie Salzsaure, Schwef elsaure und Phosphorsaure 
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oder Salze von organischen Sauren wie Methansulf onsaure, 
p-Toluolsulf onsaure, Milchsaure, Essigsaure, Ameisensaure, 
Trif luoressigsaure, Zitronensaure, Bernsteinsaure, Fumar- 
saure, Maleinsaure und Salicylsaure . Verbindungen der Formel 
5 (I) konnen solvatisiert , insbesondere hydratisiert sein. Die 
Hydratisierung kann z.B. wahrend des Herstellungsverf ahrens 
oder als Folge der hygroskopischen Natur der anfanglich 
wasserfreien Verbindungen der Formel (I) auftreten. 

10 Die pharmazeutischen Zusammensetzungen gemafi der vorliegen- 
den Erfindung enthalten mindestens eine Verbindung der For- 
mel (I) als Wirkstoff und fakultativ Tragerstoffe und/oder 
Adjuvantien. 

15 Die therapeutische Verwendung der Verbindungen der Formel 
(I), ihrer pharmakologisch akzeptablen Salze bzw. Solvate 
und Hydrate sowie Formulierungen und pharmazeutischen 
Zusammensetzungen liegt ebenfalls im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung. 

20 

Auch die Verwendung dieser Wirkstoffe zur Herstellung von 
Arzneimitteln zur Behandlung von Krebserkrankungen ist 
Gegenstand der vorliegenden Erfindung. Des weiteren sind die 
vorliegenden Verbindungen bei der Vorbeugung und/oder 

25 Behandlung von Pilzerkrankungen (d.h. als antifugale 
Mittel), rheumatoider Arthritis, entzundlichen Erkrankungen, 
Immunologisch bedingten Krankheiten (z. B. Diabetes Typ 1) , 
Autoimmunkrankheiten sowie weiteren Tumorerkrankungen von 
grofiem Interesse. Im allgemeinen werden Verbindungen der 

30 Formel (I) unter Anwendung der bekannten und akzeptablen 
Modi, entweder einzeln oder in [Combination mit einem 
beliebigen anderen therapeutischen Mittel verabreicht. 
Solche therapeutisch nutzlichen Mittel werden bevorzugt 
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parenteral, z.B. als injizierbare Losung verabreicht. Zur 
Herstellung von flussigen Losungen kann man Arzneimittel- 
tragerstoffe wie z.B. Wasser, Alkohole oder waSrige Salzlo- 
sungen verwenden. Die pharmazeutisch verwendbaren Mittel 
5 konnen auch Zusatzstoffe zur Konservierung, Stabilisierung, 
Salze zur Veranderung des osmotischen Drucks, Puffer und 
Antioxidantien enthalten. 



Kombinationen mit anderen therapeutischen Mitteln konnen 
10 weitere Wirkstoffe beinhalten, die gewohnlich zur Behandlung 
von Krebserkrankungen eingesetzt werden. 



# 
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Beispiele 




5 

Zu einer Losung von 0.056 mmol Tubulysin A und 0.125 mmol ._ 
PEG (6 kDa, 10 kDa, 20 kDa, 35 kDa bzw. 40 kDa) in einem 
Gemisch aus 3 ml Acetonitril und 1 ml DMF wurden bei 0°C 0.1 
mmol 2-Chloro-l-methylpyridiniumiodid (Mukaiyama Reagenz) 

10 und 0.2 mmol 4-Dimethylaminopyridin (DMAP) zugegeben. Die 
Reaktionsmischung wurde 2h bei 0°C und weitere 60h bei 
Raumtemperatur geruhrt. Anschliessend wurde die Mischung 
einrotiert, mit 15 ml Dichlormethan versetzt und mit je 5 ml 
Wasser, NaHC0 3 (aq ), Wasser sowie gesattigter Kochsalzlosung 

15 gewaschen. Die organische Phase wurde uber Na 2 S0 4 getrocknet 
und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Ruckstand 
wurde in 8 ml DCM gelost, unter Ruhren mit trockenem Ether 
versetzt, bis die Losung trub wurde und fur eine Stunde 
stehengelassen. Der ausgefallene Feststoff wurde abfiltriert 

20 und mit Ether gewaschen. Die gewunschten Produkte wurden als 
weisses Pulver erhalten. 
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Die Diamine der Polyethylenglycole (6 kDa, 10 kDa, 20 kDa, 
35 kDa bzw. 40 kDa) sowie ihre Verknupfung mit Tubulysin A 
5 wurden analog zu dem in R. B. Greenwald et al. Bioorg. Med. 
Chem. 1998, 6, 551-562 beschriebenen Verfahren hergestellt. 



O 




O 



10 Die PEG Dicarbonsauren (6 kDa, 10 kDa, 20 kDa, 35 kDa bzw. 

40 kDa) sowie ihre Verknupfung mit Tubulysin A wurden analog 
zu dem in R. B. Greenwald et al. J. Med. Chem. 1996, 39, 
424-431 beschriebenen Verfahren hergestellt. 
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Patentanspruche 

1. Verbindungen der allgemeinen Formel U-V-W, wobei 
5 U die Formel (I) aufweist, 



10 



Rl R* f o R\ R 10 Y ?. 
^ 5 R 6 R' 



wobei 



A ein gegebenenf alls substituierter 5- oder 6- 
gliedriger Heteroarylenrest ist; 

X ein Sauerstof fatom, ein Schwef elatom, eine Gruppe der 
15 Formel NR 13 oder CR 14 R 15 ist; 

Y ein Sauerstof fatom, ein Schwefelatom oder eine Gruppe 
der Formel NR 16 ist und 

20 die Reste R 1 , R 2 , R 3 , R 4 , R 5 , R 6 , R 7 , R 8 , R 9 / R 10 , R 11 , R 12 / 

R 13 , R 14 , R 15 und R 16 unabhangig voneinander ein 
Wasserstof fatom, ein Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyl-, 
Heteroalkyl-, Aryl-, Heteroaryl-, Cycloalkyl-, Alkyl - 
cycloalkyl-, Heteroalkylcycloalkyl- , Heterocycloalkyl- , 

25 Aralkyl- oder ein Heteroaralkylrest , oder zwei der 

Reste gemeinsam Teil eines Cycloalkyl- oder 
Heterocycloalkylringsys terns sind, 

V ein Linker und W ein Polymer oder ein Biomolekiil ist. 



30 
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2. Verbindungen nach Anspruch 1, wobei die Verbindung der 
Formel (I) Tubulysin A ist. 

3. Verbindungen nach Anspruch 1 Oder 2, wobei das Polymer 
5 ein Polyethylenglycol (PEG) ist. 

4. Verbindungen nach Anspruch 3, wobei das Polyethylen- 
glycol ein Molekulargewicht von mehr als 30 kDa 
aufweist . 

10 

5. Verbindungen nach Anspruch 1 oder 2, wobei das 
Biomolekul ein Antikorper ist. 

6. Verwendung eines Biokonjugats nach einem der Anspruche 
15 1 bis 5 zur Behandlung von Krebserkrankungen. 



